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"PROCESSO DE OBTENÇÃO DE MICRORGANISMOS
ASPERGILLUS TERREUS, RHIZOPUS ORYZAE, PSEUDOMONAS OLEOVORANS E
SERRATIA RUBIDAEA IMOBILIZADOS EM CRISOTILA PARA APLICAÇÃO EM
PROCESSOS BIOCATALÍTICOS E BIOTECNOLÓGICOS."
5 A presente invenção se refere ao processo de imobilização de
microrganismos e organismos em fibras de amianto crisotila, cuja finalidade é obter o
microrganismo ou organismo imobilizado para reações orgânicas biocatalisadas. Neste
processo as células de microrganismos e org anismos são imobilizadas em amianto
crisotila, para utilização em reatores contínuos, semicontínuos e de batelada. Onde os
lo	 materiais suportados / imobilizados podem ser estocados para uso posterior.
As vantagens da utilização de microorganismos e organismos
imobilizados são semelhantes às obtidas no caso de catalisadores supo rtados,
nominalmente: a possibilidade de uso em reatores contínuos, semicontínuos e de
batelada, a possibilidade de re-utilização seqüencial e a possibilidade de estocagem por
15 tempos longos. O processo de imobilização e o armazenamento do microrganismo e
organismo não alteram a capacidade dos microrganismos e organismos de
biotransformar enantiosseletivamente xenobióticos ao longo de vários meses, assim
obtendo-se uma atividade estendida. O processo é bastante simples, apresentando um
baixo custo, sendo desenvolvido para facilitar o manuseio de microrganismos e
20 organismos em laboratórios como um reagente comum.
Os microrganismos e organismos utilizados neste invento permitem
transformar, através de reações enzimáticas, compostos xenobióticos (substratos
estruturalmente distintos dos substratos naturais das células), intencionalmente inseridos
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no ambiente do microrganismo e/ou organismo, em produtos nos quais existe grande
interesse comercial.
Estas transformações químicas (biotransformações), assim realizadas,
exibem freqüentemente quimio, régio, diastero e enantiosseletividade, e geralmente
5 ocorrem em condições brandas, como temperatura abaixo de 40°C, pH próximo do
neutro, pressão ambiente e meio aquoso. O uso de microrganismos e org anismos é
particularmente vantajoso quando a transformação é realizada com enzimas que
necessitam de cofatores. Em microrganismos e organismos vivos estes cofatores se
encontram disponíveis e ativos. Outro fator interess ante é que os microrganismos e
lo organismos apresentam um rápido crescimento e uma vasta biodiversidade,
possibilitando obter o sistema adequado para determinada reação.
As biotransformações podem ser realizadas com células de
microrganismos e organismos em crescimento, em repouso, imobilizadas e com as
enzimas isoladas a partir destes microrganismos e organismos.
15 Entre as vantagens de se utilizar células de microrganismos e organismos
imobilizadas destacam-se a aplicação de biotransformações em sistemas contínuos e o
armazenamento do microrganismo como um reagente qualquer. O objetivo deste
invento é utilizar o amianto crisotila como suporte para os microrganismos e
organismos: Aspergillus terreus, Rhizopus oryzae, Pseudomonas oleovorans e Serratia
20 rubidaea de forma que este processo de imobilização não altere a capacidade dos
mesmos de biotransformar enantiosseletivamente xenobióticos ao longo de vários
meses, ou seja, os microrganismos e organismos imobilizados podem ser armazenados e
utilizados como um reagente qualquer.
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Uma das reações utilizadas para o controle da atividade enzimática dos
microrganismos e organismos imobilizados em crisotila foi a oxidação de sulfetos
proquirais a sulfóxidos quirais. A imobilização destes biocatalisadores em crisotila foi
utilizada como uma ferramenta para transformar reagentes comuns de baixo valor
5 comercial, como o tioanisol, agregando ao mesmo 100 vezes ou mais o seu valor através
da oxidação enantiosseletiva do enxofre. O metil-fenil sulfóxido obtido é comumente
utilizado na produção de compostos enantiomericamente puros necessários na indústria
farmacêutica.
A crisotila é muito utilizada com grande sucesso na imobilização de
lo Saccharomyces cerevisiae para a produção de álcoois a partir de cetonas. Da mesma
forma este processo pode ser utilizado para a produção de etanol (álcool combustível) a
partir de cana-de-açúcar.
Encontram-se no mercado vários materiais orgânicos e inorgânicos
usados como suportes para microrganismos e organismos, como por exemplo, celulose,
15 vidro poroso, resinas sintéticas, alginatos, gelatina, materiais cerâmicos, etc. Dentre os
diversos tipos de supo rte destaca-se a recente utilização do amianto crisotila. Esta fibra
mineral é conhecida e usada pela humanidade há mais de dois mil anos. Diversas
civilizações antigas, como a grega, a egípcia e a chinesa, já utilizavam o amianto para
confecção de tapetes e tecidos. Os romanos utilizaram as fibras de amianto como pavio
20 de lamparinas a óleo, aproveit ando as propriedades incombustíveis desse mineral.
Crisotila é um hidroxi-silicato de magnésio de hábito fibroso e cela
unitária Mg6Si4O 1 o(OH) 8. Apresenta uma estrutura única e altamente organizada,
constituída de bicamadas de brucita-silicato, enroladas coaxialmente, as quais formam
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uma fibrila. Cada bicamada é composta por uma lâmina ou folha tetraédrica de silicato,
na parte interna, e por uma lâmina octaédrica de brucita Mg(OH) 2 , na superficie.
A superfície específica da crisotila in fluencia as propriedades de adsorção
e absorção desta fibra mineral. Nesta inclui-se a ação filtrante, habilidade de absorver
5 pigmentos, resistência à ácidos e outras substâncias químicas, como reforçador em
agentes aglutinantes e de ligação, orgânicos e inorgânicos, na habilidade dielétrica,
como amortecedor e abafador de som, entre outros. Na linguagem industrial a superfície
específica é entendida como o grau de desfibramento da fibra. Cada processo requer um
grau de desfibramento diferente, dependendo do propósito.
10 A crisotila é um mineral natural, disponível em abundância, não
apresenta contaminação por anfibólios e possui baixo custo. É um material singular por
suas excelentes propriedades físicas e químicas; não é combustível, é um excelente
isolante térmico, possui resistência mecânica superior a do aço, é resistente ao ataque
químico e de microrganismos e apresenta grande durabilidade e flexibilidade. Graças a
15 este conjunto de propriedades, teve ao longo da história, várias aplicações. Hoje, sua
aplicação principal é na produção de compósitos cimento-amianto, correspondendo a
cerca de 90% de todo o amianto consumido. Outras aplicações são em produtos de
fricção, produtos têxteis, filtros, papéis e papelões, produtos de vedação, isolantes
térmicos e revestimentos de pisos.
20 A utilização da crisotila como suporte para microrganismos já é
conhecida na literatura. Sabe-se que o Saccharomyces cerevisiae imobilizado em
crisotila é um excelente biocatalisador no processo de produção de etanol, aumentando
o rendimento do processo em cerca de 26%, quando comparado às células livres. A
levedura imobilizada mostrou uma interação pouco usual com o suporte crisotila; as
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fibrilas de crisotila envolvem toda a célula, moldando-se a ela, semelhante à formação
de um casulo ou novelo. Este tipo de interação foi denominado enovelamento. Também
pode-se encontrar na literatura, principalmente nas duas últimas décadas vários
trabalhos que abordam imobilização de Saccharomyces cerevisiae, nos mais variados
5 tipos de suportes, visando a produção de etanol. Entretanto, não há sistema similar na
literatura, salvo melhor juízo, que mostre o enovelamento tal como ocorre entre a
crisotila e esta levedura. Este tipo de interação indica que a crisotila é um excelente
suporte para outros microrganismos e organismos utilizados em processos, como por
exemplo as biotransformações.
10 A seguir faz-se referências às Figuras, Esquemas, Fluxogramas e Tabelas
que acompanham este relatório descritivo para melhor entendimento e ilustração do
mesmo onde se vê:
O Fluxograma 1 mostra um esquema do procedimento para o processo de
imobilização de microrganismos e organismos em fibras de amianto crisotila, objeto da
15	 presente patente.
A Figura 1 mostra micrografias eletrônicas de varredura do fungo
Aspergillus terreus CCT 3320; (A) estrutura das colônias esféricas, formadas por este
fungo e (B) estrutura filamentosa do fungo, mostrando nas extremidade a formação de
esporângios e esporos.
20 A Figura 2 mostra micrografias eletrônicas de varredura do fungo
Aspergillus terreus CCT 3320 aderido em crisotila; (A) sistema recém preparado;
estrutura das colônias após interação com a crisotila e (B) mesmo sistema, mostrando os
filamentos do fungo e o seu enovelamento por fibrilas de crisotila.
A Figura 3 mostra micrografias eletrônicas de varredura do fungo
Aspergillus terreus CCT 3320 aderido em crisotila após 90 dias de armazenamento; (A)
estrutura do esporângio e esporos, bastante enovelados por fibrilas de crisotila e (B)
aspecto da colônia do fungo, após 90 dias de armazenamento.
5 A Figura 4 mostra micrografias eletrônicas de varredura da bactéria
Serratia Rubidae CCT 5732 aderida em crisotila; (A) sistema recém preparado;
distribuição das bactérias nas fibrilas de crisotila e (B) detalhe das bactérias aderidas nas
fibrilas de crisotila.
O Esquema 1 representa os Sulfetos usados na biotransformação de fenil-
	
10	 etil-sulfeto 1 utilizando "Aspergillus terreus" CCT 3320.
O Esquema 2 representa a cinética da reação de oxidação do sulfeto 1
(fenil-etil-sulfeto 1) utilizando o fungo "Aspergillus terreus" CCT 3320.
A Tabela 1 mostra as condições de funcionamento do processo de
imobilização de microrganismos e organismos em fibras de amianto crisotila, exemplos
	
15	 1 -6.
A Tabela 2 mostra o monitoramento da atividade dos fungos Aspergillus
terreus CCT 3320 imobilizados em crisotila durante a oxidação do sulfeto 1 ao
sulfóxido la.
A Tabela 3 mostra o monitoramento da atividade dos fungos Aspergillus
20 terreus CCT 3320 imobilizados em crisotila durante a oxidação do sulfeto 1 ao
sulfóxido la, após 90 dias.
O processo consiste nas seguintes etapas principais: (a) preparação das
fibras de amianto Crisotila; (b) crescimento e obtenção da quantidade de células
necessárias na faixa 50% menor em massa que a quantidade de Crisotila, dos
microrganismos e organismos Aspergillus terreus CCT3320, Rhizopus oryzae
CCT4964, Pseudomonas oleovorans CCT1969, Serratia rubidaea CCT5732; (c)
colocação dos elementos substrato microrganismos ou organismos para imobilização em
incubadora, em suspensão de Água destilada estéril, como meio de adesão a 1,0g/1,0 g
5 sob agitação a uma temperatura média de 30°C por tempo aproximado de 1 a 24 horas;
(d) filtragem e resuspensão em tampão de testes de atividade e monitoramento por
microscopia eletrônica; (e) realização de reações de oxidação e redução; (f) filtragem e
armazenagem dos substratos com os microrganismos e organismos, ou fungos
suportados em crisotila, em refrigeradores comuns; (g) reutilização dos fungos
10 suportados em crisotila, em novas reações, quando necessário com monitoramento por
microscopia eletrônica.
O procedimento para o processo de imobilização de microrganismos e
organismos em fibras de amianto crisotila está representado no fluxograma 1. As
condições de funcionamento do processo de imobilização em fibras de amianto crisotila,
15 cuja finalidade é obter o microrganismo ou organismo imobilizado para a biocatálise de
reações orgânicas estão exemplificadas na Tabela 1, cuja seqüência pode ser
acompanhada com o auxílio do fluxograma 1.
Tabela 1
Microrganismos e Organismos Parâmetros Condições
Quantidade de células 0,1 — 50g
Aspergillus terreus CCT3320 Quantidade de crisotila 0,1 —100g
Rhizopus oryzae CCT4964 Meio de adesão Água destilada estéril
Pseudomonas oleovorans Volume do meio de adesão 10 a 1000mL
CCT1969 Temperatura 20 a 30 ± 1 °C
Serratia rubidaea CCT5732 Pressão Ambiente
Agitação 50 a 150rpm
Tempo de adesão 30min — 24h
A preparação das fibras de crisotila (a), ou amianto, é feita de forma já
conhecida pelo estado da técnica, onde as fibras de amianto são lavadas por jateamento
com água de torneira, sobre uma peneira Tyler de 100 a 400 mesh. Em seguida as fibras
são colocadas em solução tampão ácido acético / acetato de sódio 0,001 M pH e
5 mantidas em ultra-som por um período de 5 a 30 min, à temperatura ambiente. As fibras
então secas estufa em temperaturas de 80 a 120°C, por um período de 8 a 12h.
A preparação das células dos microorganismos e organismos (b) é feita
de forma que os fungos Aspergillus terreus e Rhizopus oryzae são crescidos em
incubadora sob agitação entre 100 e 120 rpm, em meio de extrato de malte, por um
10 período de 24 a 48h em um intervalo de temperatura de 20 a 28°C. Em seguida as
células são filtradas, em condições estéreis e pesadas.
A preparação das células (b) das bactérias Pseudomonas oleovorans e
Serratia rubidaea é feita com as mesmas inoculadas em caldo nutritivo YMA, composto
de extrato de levedura, e extrato de malte, em incubadora sob agitação entre 100 a 120
15 rpm, por um período de 10 a 48h, em um intervalo de temperatura de 20 a 28°C. As
células foram centrifugadas a 4000 rpm (25°C/30min) e pesadas.
Exemplo 1 
Utilizou-se o fungo Aspergillus terreus CCT 3320 para imobilização
sobre fibras de amianto tipo crisotila. Foram utilizados 0,1g a 1 g de células e 0,1g a 1 g
20 de crisotila. As células foram adicionadas à suspensão de crisotila em 10 a 100mL de
água, previamente esterilizada. O sistema crisotila / fungo Aspergillus terreus foi
mantido em incubadora sob agitação de 50 a 120 rpm, por um tempo de 1 a 24h a uma
temperatura entre 20 e 28°C, para adesão do fungo com a crisotila. Após o tempo de
contato o sistema fungo/crisotila foi filtrado e ressuspenso em tampão fosfato pH 7,0
para testar a atividade dos fungos supo rtados em crisotila. Foram separadas amostras
para ensaios de MEV antes da reação.
Utilizou-se o sistema crisotila/fungo Aspergillus terreus para a oxidação
enantiosseletiva de sulfetos pró-quirais e redução estereosseletiva de cetonas. O sistema
5 crisotilalAspergillus terreus foi submetido à reação de oxidação de fenil-etil-sulfeto e
outro sistema foi submetido a biorredução estereosseletiva de 2-allyl-1,3-
cicloexanodiona. A cada sistema foi adicionado 1 a 201.1.L de cada substrato, mantendo-
os em incubadora sob agitação entre 100 e 120 rpm, a uma tempretura entre 20 e 28°C,
durante 1 a 7 dias. A reação foi acompanhada pela coleta de alíquotas a cada 12h,
10 consistindo em um experimento de 1 dia e a cada 24h para os experimentos de 7 dias.
Para cada alíquota coletada foi realizada a extração do produto em acetato de etila,
secagem em Na2SO4 e em seguida foi feita análise em Cromatógrafo Gasoso (CG/FID-
1 µL) com coluna capilar quiral heptakis-(2,3-metil-6-pentil)-(3-ciclodextrina.
Após o término das reações os sistemas crisotilalAspergillus terreus
15 foram filtrados e armazenados em refrigerador por um período de 90 dias. Após este
período os sistemas crisotila/Aspergillus terreus foram novamente submetidos às
mesmas reações de oxidação e de biorredução. Observou-se formação dos produtos da
reação em condições similares às obtidas quando o microrganismo foi recém
imobilizado em crisotila.
20 Após 1 ano de armazenamento o sistema crisotila/Aspergillus terreus foi
submetido novamente à reação de oxidação enantiosseletiva do fenil-etil-sulfeto, nas
mesmas condições já descritas no exemplo 1. 0 sistema crisotilalAspergillus terreus
mostrou atividade, porém, a reação não foi realizada nas primeiras 24h de
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acompanhamento; o produto foi identificado após 48h de reação. O fungo precisou de
um tempo de indução de cerca de 24h para iniciar a biocatálise.
Exemplo 2
Utilizou-se o fungo Rhizopus oryzae CCT4964 para imobilização sobre
5 fibras de amianto tipo crisotila. Foram utilizados 0,1g a 1 g de células e 0,1g a 1 g de
crisotila. As células foram adicionadas à suspensão de crisotila em 10 a 100mL de água,
previamente esterilizada. O sistema crisotila / fungo Rhizopus oryzae foi mantido em
incubadora sob agitação entre 50 e 120 rpm, por um tempo de 1 a 24h, a uma
temperatura entre 20 e 28°C, para adesão do fungo com a crisotila. Após o tempo de
lo contato o sistema fungo/crisotila foi filtrado e ressuspenso em tampão fosfato pH 7,0
para testar a atividade dos fungos suportados em crisotila. Foram separadas amostras
para ensaios de MEV antes da reação.
O sistema crisotilalRhizopus oryzae foi submetido à reação de hidrólise
enantiosseletiva do acetato de fenitila racêmico, adicionando-se 1 a 204 do substrado
15 ao sistema. Este sistema foi mantido em incubadora sob agitação entre 100 e 120 rpm, a
uma temperatura entre 20 e 28°C, por um período de 6 a 24h com monitoramento a
cada 2h. O produto desta reação foi o álcool feniletanol (R) e sobra do acetato (S) não
hidrolisado. Para cada alíquota coletada foi realizada a extração do produto em acetato
de etila, secagem em Na2 SO4 e em seguida foi feita análise em Cromatógrafo G asoso
	
20	 (CG/FID-1µL) com coluna capilar quiral heptakis-(2,3-metil-6-pentil)-(3-ciclodextrina.
Após o término os sistemas crisotilalRhizopus oryzae foram filtrados e
armazenados em refrigerador por um período de 90 di as. Após este período, o sistema
crisotila/Rhizopus oryzae foi submetido à hidrólise enantiosseletiva do acetato de
fenitila racêmico e produziu preferencialmente o álcool feniletanol (S), ao contrário do
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que havia sido produzido na mesma reação, o álcool feniletanol (R), logo após a
imobilização deste fungo.
Exemplo 3 
Utilizou-se a bactéria Pseudomonas oleovorans CCT1969 para
5 imobilização sobre fibras de amianto tipo crisotila. Foram utilizados 0,1g a 1g de células
e 0,1g a 1g de crisotila. As células foram adicionadas à suspensão de crisotila em 10 a
100mL de água, previamente esterilizada. O sistema crisotila / bactéria Pseudomonas
oleovorans foi mantido em incubadora sob agitação entre 50 e 120 rpm, por um período
de 1 e 24h, a uma temperatura entre 20 e 28°C, para adesão da bactéria à crisotila. Após
10 o tempo de contato o sistema crisotila/ Psedomonas oleovorans foi filtrado e
ressuspenso em tampão fosfato pH 7,0 para testar a atividade das bactérias supo rtadas
em crisotila. Foram separadas amostras para ensaios de MEV antes da reação.
Exemplo 4 
Utilizou-se a bactéria Serratia rubidaea CCT5732 para imobilização
15 sobre fibras de amianto tipo crisotila. Foram utilizados 0,1 g a 1g de células e 0,1g a 1 g
de crisotila. As células foram adicionadas à suspensão de crisotila em 10 a 100mL de
água, previamente esterilizada. O sistema crisotila / bactéria Serratia rubidaea foi
mantido em incubadora sob agitação entre 50 e 120 rpm, por um período entre 1 e 24h,
a uma temperatura entre 20 e 28°C, para adesão da bactéria à crisotila. Após o tempo de
20 contato o sistema crisotila/ Serratia rubidaea foi filtrado e ressuspenso em tampão
fosfato pH 7,0 para testar a atividade das bactérias supo rtadas em crisotila. Foram
separadas amostras para ensaios de MEV antes da reação.
A tabela 2 apresenta os resultados obtidos para a produção do sulfóxido a
partir da reação de oxidação de fenil-etil-sulfeto 1 (esquema 1), utilizando o fungo
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Aspergillus terreus CCT3320 (exemplo 1) livre e imobilizado em crisotila, sob as
condições da Tabela 1. Este microrganismo promove 100% de conversão do fenil-etil-
sulfeto 1 (esquema 1) em (-)-(S)-1 a (75% de conversão, excesso enantiomérico, ee
>99%) e lb (25% em sulfona). A estereoquímica da biotransformação foi inesperada,
5 apresentando baixo valor de excesso enantiomérico no início da reação e elevado
excesso enantiomérico no final da mesma. Este compo rtamento foi interpretado como
um processo em duas etapas com uma diferenciação moderada de enantiotopos na
primeira etapa, seguida por uma eficiente resolução cinética dos sulfóxidos resultantes
(ver esquema 2).
10	 Tabela 2
Parâmetros Células livres Recém imobilizadas
Tempo (h) 24 48 96 24 48 72
Conversão, % 6 10 100 69 92 100
Rendimento sulfóxido, % 6 10 76 69 69 71
Rendimento sulfona, % --- --- 24 23 29
ee (-)-(S)-1a, % 26 26 >99 14 93 >99
ee: excesso enantiomérico de sulfóxido.
Exemplo 5 
O sistema crisotila / Aspergillus terreus CCT3320 (exemplo 1) foi
15 armazenado em refrigerador por 90 dias e após este período o sistema foi novamente
submetido a reação de oxidação de fenil-etil-sulfeto 1 (esquema 1). A tabela 3 apresenta
os resultados obtidos para a produção do sulfóxido a partir da reação de oxidação de
fenil-etil-sulfeto 1 (esquema 1), utiliz ando o sistema crisotila / Aspergillus terreus
CCT3320 (exemplo 1).
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Tabela 3
Parâmetros Células livres Após 90 dias
Tempo (h) 24 48 96 24 48 72
Conversão, % 6 10 100 --- 100 100
Rendimento sulfóxido, % 6 10 76 --- 67 74
Rendimento sulfona, % --- --- 24 --- 33 26
ee (-)-(S)-1a, % 26 26 >99 --- >99 >99
ee: excesso enantiomérico de sulfóxido.
Os resultados obtidos por microscopia eletrônica de varredura (MEV)
5 mostraram que as fibrilas de crisotila aderem aos fungos, apresentando o enovelamento.
Os fungos têm uma organização estrutural, como pode ser visto na figura 1, onde é
mostrada a estrutura do fungo Aspergillus terreus. Este fungo forma colônias esféricas,
com cerca de 3mm de diâmetro. A figura lB mostra em detalhes a estrutura filamentosa
do fungo e as terminações formando os esporângios (estruturas temporárias, formadas
10	 durante a reprodução).
Os fungos estudados (Aspergillus terreus e Rhizopus oryzae) podem ser
vistos a olho nu e quando em contato com a crisotila formam grandes aglomerados,
englobando várias colônias, devido à adesão das fibrilas. Nestes aglomerados foram
identificadas colônias que após a adesão apresentam o aspecto representado na figura
15 2A. A forma esférica é alterada devido à adesão das fibrilas. A micrografia apresentada
na figura 2B mostra que os filamentos dos fungos estudados apresentam fibras de
crisotila aderidas e enoveladas na parede celular.
Observou-se que nas extremidades dos fungos, em regiões onde ocorre a
esporulação, há enovelamento mais pronunciado, como mostra a figura 3A.
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A análise do sistema armazenado por 90 dias mostrou maior intensidade
do enovelamento de ambos os fungos estudados, (figura 3B). O fungo está mais
densamente envolvido pelas fibras de crisotila e a colônia individual apresenta forma
mais alongada.
5 As duas bactérias estudadas (Pseudomonas oleovorans e Serratia
rubidaea) aderem às fibras de crisotila. Não foi observado enovelamento; as bactérias
estudadas têm a forma de bastonetes e são bem menores que uma levedura ou um dos
fungos estudados. A figura 4A mostra bactérias aderidas nas fibrilas e como elas estão
distribuídas na crisotila. Já a figura 4B mostra que as bactérias estão aderidas em feixes
10 de fibrilas de menor desfibramento. As bactérias não estão enoveladas, mas apresentam
boa parte de sua superfície (50%) aderida às fibras.
Após decorridos 90 dias da imobilização das bactérias sobre crisotila, a
análise realizada por MEV mostrou-se muito semelhante ao mostrado na figura 4. Não
foi observado enovelamento, ou qualquer alteração quanto a adesão das fibrilas sobre as
15	 bactérias.
Uma das reações utilizadas para o controle da atividade enzimática dos
microrganismos e organismos imobilizados em crisotila foi a oxidação de sulfetos
proquirais a sulfóxidos quirais. A imobilização destes biocatalisadores em crisotila foi
utilizada como uma ferramenta para tr ansformar reagentes comuns de baixo valor
20 comercial, como o tioanisol, agregando ao mesmo 100 vezes ou mais o seu valor através
da oxidação enantiosseletiva do enxofre. O metil-fenil sulfóxido obtido é comumente
utilizado na produção de compostos enantiomericamente puros necessários na indústria
farmacêutica.
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No caso dos exemplos desta Invenção, além das vantagens já citadas,
apresentam-se ainda duas vantagens adicionais muito importantes, nominalmente: a
viabilidade estendida dos microorganismos e organismos imobilizados sobre crisotila,
cujo período de atividade metabólica chega a até 1 ano, e a enantiosseletividade
5 modificada para algumas reações de interesse industrial. A viabilidade estendida pode
ser diretamente atribuída ao supo rte crisotila, como ocorre no caso de Saccharomyces
cerevisiae imobilizado sobre crisotila, pois as fibrilas de crisotila enovelam este
organismo e também os fungos aqui estudados e aderem efetivamente nas bactérias. A
enantiosseletividade modificada pode também ser atribuída ao suporte crisotila, pois não
lo é conhecido comportamento semelhante dos microorganismos e organismos, que se
mantém viáveis por tão longos tempos, quando imobilizados em um suporte.
Assim, por todas as características acima descritas de funcionamento e
aplicação, bem como as vantagens de utilização comercial e industrial, pode-se notar
claramente que o "PROCESSO DE OBTENÇÃO DE MICRORGANISMOS
15 ASPERGILLUS TERREUS, RHIZOPUS ORYZAE, PSEUDOMONAS OLEOVORANS E
SERRATIA RUBIDAEA IMOBILIZADOS EM CRISOTILA PARA APLICAÇÃO EM
PROCESSOS BIOCATALÍTICOS E BIOTECNOLÓGICOS", objeto da presente
patente, trata-se de um processo que se faz merecer o privilégio de Patente de Invenção.
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REIVINDICAÇÃO
1 — "PROCESSO DE OBTENÇÃO DE MICRORGANISMOS
ASPERGILLUS TERREUS, RHIZOPUS ORYZAE, PSEUDOMONAS OLEOVORANS E
SERRATIA RUBIDAEA IMOBILIZADOS EM CRISOTILA PARA APLICAÇÃO EM
5 PROCESSOS BIOCATALÍTICOS E BIOTECNOLÓGICOS", processo cuja finalidade
é obter o microrganismo ou organismo imobilizado para reações orgânicas
biocatalisadas, onde as células de microrganismos e organismos são imobilizadas em
amianto crisotila, para utilização em reatores contínuos, semicontínuos e de batelada, e
onde os materiais suportados / imobilizados podem ser estocados para uso posterior,
lo caracterizado por consistir nas seguintes etapas principais: (a) preparação das fibras de
amianto Crisotila; (b) crescimento e obtenção da quantidade de células necessárias na
faixa 50% menor em massa que a quantidade de Crisotila, dos microrganismos e
organismos Aspergillus terreus CCT3320, Rhizopus oryzae CCT4964, Pseudomonas
oleovorans CCT1969, Serratia rubidaea CCT5732; (c) colocação dos elementos
15 microrganismos ou organismos e fibras de amianto crisotila (1:1) em água destilada
estéril, como meio de adesão, em incubadora, sob agitação, a uma temperatura média de
30°C por um tempo aproximado de 1 a 24 horas; (d) filtragem e resuspensão em
tampão de testes de atividade e monitoramento por microscopia eletrônica; (e)
realização de reações de oxidação e redução; (f) filtragem e armazenagem dos substratos
20 com os microrganismos e organismos, ou fungos supo rtados em crisotila, em
refrigeradores comuns; e (g) reutilização dos fungos supo rtados em crisotila, em novas
reações, quando necessário com monitoramento por microscopia eletrônica.
Crisotila	 Microorganismos e Organismos
4
Preparo segundo	 Crescimento no
meio apropriado
i
Processo de
imobilização:
1 g / 1 g b água 2h,
30°C sob agitação
Ensaios de Atividade
It
Reaçõs Orgânicas	 Microscopia Eletrônica
it
Armazenamento em
Refrigerador comum
Reaçõs Orgânicas
	 Microscopia Eletrônica
Flu::
R3 Aspergillus terreus 
CCT 3320
R
R2
sulfide (sulfoxide)
1 -(la) R 1 = R2 = H, R3= Ethyl
2 - (2a) R1 = R2 = H, R3 = Methyl
3 - (3a) R 1 = Methyl, R2 = H, R3 = Ethyl
4 - (4a) R 1 = Methyl, R2 = H, R3 = Methyl
5 - (5a) R 1 = H, R2 = Cl, R3 = Ethyl
6 - (6a) R I = H, R2 = Cl, R3 = Methyl
Esquema 1
ki'k2  
(S)-la
ka'ks 
1 
(R)-la 1b
Esquema 2
Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
RESUMO
"PROCESSO DE OBTENÇÃO DE MICRORGANISMOS
"ASPERGILLUS TERREUS, RHIZOPUS ORYZAE, PSEUDOMONAS OLEOVORANS
E SERRATIA RUBIDAEA IMOBILIZADOS EM CRISOTILA PARA APLICAÇÃO
5 EM PROCESSOS BIOCATALÍTICOS E BIOTECNOLÓGICOS". A presente invenção
se refere ao processo de imobilização de microrganismos e organismos em fibras de
amianto crisotila, cuja finalidade é obter o microrganismo ou organismo imobilizado
para reações orgânicas biocatalisadas. Neste processo as células de microrganismos e
organismos são imobilizadas em amianto crisotila, para utilização em reatores
10 contínuos, semicontínuos e de batelada. Onde os materiais supo rtados/imobilizados
podem ser estocados para uso posterior. A vantagens da utilização de microorganismos
e organismos imobilizados são semelhantes às obtidas no caso de catalisadores
suportados, nominalmente: a possibilidade de uso em reatores contínuos, semicontínuos
e de batelada, a possibilidade de re-utilização seqüencial e a possibilidade de estocagem
15 por tempos longos. Este processo não altera a capacidade dos microrganismos e
organismos de biotransformar enantiosseletivamente xenobióticos ao longo de vários
meses, o que lhe confere uma atividade estendida. Este processo é bastante simples,
apresentando um baixo custo, sendo desenvolvido para facilitar o manuseio de
microrganismos e organismos em laboratórios como um reagente comum. Os
20 microrganismos e organismos utilizados neste processo permitem transformar, através
de reações enzimáticas, compostos xenobióticos (substratos estruturalmente distintos
dos substratos naturais das células), intencionalmente inseridos no ambiente do
microrganismo e/ou organismo, em produtos nos quais existe grande interesse
comercial.
